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中文摘要 
顆粒性大淋巴球 (large granular lymphocyte; LGL) 佔周邊血液單核細胞 
(peripheral blood mononuclear cells; PBMC) 的10-15%。這些細胞是中到大型
的淋巴球，細胞核偏到一邊，細胞質內有藍色顆粒。 PBMC的LGL中有85%
是CD3表面抗原陰性的自然殺手細胞（natural killer cell），另外15%是具CD3
表面抗原的cytotoxic T細胞。LGL數目升高可能是良性增生，也可能是白血病
（血癌）。藉由分析免疫表現型 (immumophenotype) 的異常表現 (aberrant 
immunophenotype) 和T細胞受器 (T-cell receptor; TCR) 的基因重組 (gene 
rearrangement) 可鑑別診斷良性T細胞 LGL細胞增生或T細胞 LGL白血病 
(T-LGL leukemia)。在本研究中，我們收集25個LGL淋巴球增生 (LGL 
lymphoproliferation) 的病例，有17個病例是T細胞LGL白血病 (T-LGL 
leukemia)，8個病例是T細胞LGL淋巴球增生 (reactive LGL 
lymphoproliferation)。在本研究中，我們用聚合酶連鎖反應 (polymerase chain 
reaction; PCR) 法來分析TCR基因重組及flow cytometry (FC) 定量TCR-Vβ 
chain基因重組 (FC-Vβ repertoire)的表現，並比較PCR及FC-Vβ repertoire 此二
種技術的敏感度和特異性。分析結果顯示PCR技術的敏感度為94% (16/17)，
特異性為75% (6/8)，陽性預測值(positive predictive value; PPV)為89%，陰性
預測值 (negative predictive value; NPV)為86%。FC-Vβ repertoire技術的敏感度
為 59% (10/17)，特異性為88% (7/8)，PPV為91%，NPV 為50%。這項研究發
現PCR的敏感度優於FC-Vβ repertoire技術，但是FC-Vβ repertoire 的特異性優
於PCR技術。此二種技術有互補作用,有助於臨床診斷LGL淋巴球增生 (LGL 
lymphoproliferation) 的病例。 
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英文摘要 
Large granular lymphocytes (LGLs) are medium to large-sized lymphocytes with 
abundant cytoplasm, eccentric nuclei and presence of azurophilic cytoplasmic 
granules. These LGL cells account for 10-15% of peripheral blood mononuclear 
cells (PBMC); 85% of these cells are surface CD3-negative natural killer (NK) 
cells and 15% are surface CD3-positive cytotoxic T-cells. Increased LGL in 
peripheral blood might be reactive or neoplastic; and the differential diagnosis 
between benign and neoplastic could be achieved by determination of 
immunophenotypic aberrancy and/or polymerase chain reactive (PCR)-based 
clonality assay of the T-cell receptor (TCR) gene rearrangement. In this study, we 
collected the specimens from 25 patients with increased LGL count (or LGL 
lymphoproliferation) including 17 cases of T-cell LGL leukemia and 8 cases of 
reactive LGL lymphoproliferation. We compared the diagnostic sensitivity and 
specificity of PCR-based clonality study and flow cytometric immunophenotyping 
with TCR-Vβ repertoire (FC-Vβ repertoire). We found that PCR-based clonality 
assay had a high sensitivity for detecting T-LGL leukemia (16/17 cases; 94%) and 
a modest specificity (6/8 cases; 75%). The positive predictive value (PPV) was 
89% and negative predictive value (NPV) was 86%. On the other hand, the 
sensitivity of FC-Vβ repertoire was lower at 59% (10/17 cases), but the specificity 
was relatively high at 88% (7/8 cases). The PPV and NPV of FC-Vβ repertoire 
were 91% and 50%, respectively. Our study showed that PCR-based clonality 
study was more sensitive but less specific than FC-Vβ repertoire for the diagnosis 
of T-cell LGL leukemia. These two techniques are supplemental to each other and 
are useful for diagnosis. 
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 第一章緒論 
第一節 研究背景介紹 
     細胞質內具有顆粒的大型淋巴細胞 (large granular lymphocyte; LGL) 
是中到大型的淋巴球，細胞核偏到一邊，細胞質內有嗜天藍色顆粒【圖 1-1】。
這類白血球細胞佔週邊血液單核細胞的 10-15%。 LGL 中有 85%是不表現
CD3 表面抗原的自然殺手細胞（natural killer [NK] cell），其毒殺細胞能力是
屬於先天性的免疫系統。另外 15%是具 CD3 表面抗原的殺手型 T 細胞
(cytotoxic T lymphocyte; CTL)。(Lamy and Loughran, 2003) 週邊血液中具顆粒
大型淋巴細胞(LGL)的數目昇高可能是良性增生，也可能是白血病（血癌）。
良性增生 LGL 細胞增生可包含病毒感染，類風濕性關節炎  (rheumatoid 
arthritis)和其他與自體免疫相關疾病，及幹細胞(stem cell)移植或器官移植造
成的增生反應。(Rose and Berliner, 2004) 
 
在 1985 年時具顆粒大型淋巴細胞血白病 (LGL leukemia) 首次被確認是一種
單源性 (monoclonal) 的疾病。在 1993 年時的研究確立這些顆粒大型淋巴細
胞白血病 (LGL leukemia) 可分為自然殺手細胞 (NK-cell leukemia) 及 T 細
胞白血病 (T-LGL leukemia)，並且其病程可能是低惡性度（indolent）或是高
惡性度（aggressive）【圖 1-2】。依照 2008 年第四版世界衛生組織(WHO)淋巴
腫瘤分類，LGL leukemia 包含 T 細胞 LGL 白血病及高惡性度的 NK 細胞白
血病 (NK-cell leukemia)【表 1-1】。但是仍有些罕見高惡性度變異型 T 細胞
LGL 血病案例被報告。(Gentile et al., 1994)這些變異亞型在世界衛生組織分類
中是被獨立出來。 
 
T 細胞大顆粒淋巴細胞白血病 (T-LGL leukemia)是一種罕見的成熟 T 細胞白
血病。T 細胞 LGL 白血病的定義是 T 細胞大顆粒淋巴細胞(T-LGL)單源性的
1
 增生。LGL 細胞增生數目可介於 2.0-20 x109/L。(Feng et al., 2010) 在週邊血
液中 LGL 細胞數目需持續 6 個月是大於或等於 2.0 x109/L。(O'Malley, 2007) 
T-LGL 白血病好發於老年人，平均年齡為 60 歲。此疾病是屬於低惡性度，而
且在早期是沒有任何症狀。在臨床常見的表現有發燒，反覆感染，體重減輕
和中度脾臟腫大。(Herling et al., 2004) 大約有 60%-80%的病患在早期診斷時
就出現中性球細胞減少(neutropenia)。(Rose and Berliner, 2004) T-LGL leukemia
也會出現骨髓浸潤 (bone marrow infiltration)，但是在骨髓切片要辨識血球型
態是非常困難, 極少數的會出現淋巴結腫大的症狀。(Morice et al., 2002) 
 
高惡性度的 NK 細胞白血病是屬於一種急性疾病，會出現 B 症狀，淋巴球增
生，肝脾腫大，淋巴結腫大，嚴重貧血及血小板減少。(Ruskova et al., 2004)  慢
性 NK 細胞淋巴球增生是屬於低惡性度且預後良好的疾病。只有少數的病例
會有細胞減少，周圍神經病變及脾腫大的臨床表現。(Rabbani et al., 1999) 
 
第二節 血液學特徵 (Hematologic features) 
     週邊血液 LGL 細胞數目正常值為 0.2-0.4 x109/L。週邊血液 LGL 計數是
診斷 LGL 白血病重要的依據。先前的研究顯示有 90%的 T 細胞 LGL 白血病
患者 LGL 細胞計數都大於 1.0 x109/L(Lamy Cancer Control 1998;5:25-33)。最
早診斷 T 細胞 LGL 白血病 LGL 絕對數值計數需大於 2.0 x109/L。(Loughran, 
1993) 超過 80%的患者 LGL 細胞數介於 2.0-10.0 x109/L，所以需檢視週邊血
液抹片正常淋巴球數目表現淋巴球減少症(Lymphocytopenia)。最近研究顯示
有 25-30% T細胞 LGL白血病患者出現中性顆粒球細胞絕對數值計數小於 0.5 
x109/L。(Rabbani et al., 1999) 
雖然 LGL 細胞數目小於 500/uL 仍可使用新技術來偵側細胞單源性。
(Semenzato et al., 1997) LGL 細胞由特殊形態及免疫分型來確認。當細
2
 胞型態學有異常表現，如 LGL 細胞中細胞質缺少顆粒或核膜外形不規則，
我們仍可利用免疫分型來確認 LGL 細胞。除此之外應注意是否與自體免疫疾
病相關聯。大多數患者會有嗜中性球減少，而導致病患容易反覆感染。(Lamy 
and Loughran, 2003) 一般在 LGL 白血病的病患只會出現輕度血小板減少症。
大約 19-36% 病患有血小板減少症但不需要輸注血小板。LGL 白血病病患很
少會出現嚴重型血小減少症（20-30x109/L）。(Lamy and Loughran, 2003) 當原
發性小板紫瘢症 (Idiopathic thrombocytopenic purpura; ITP) 發生在 T 細胞
LGL 白血病，其骨髓中血小板母細胞 (Megakaryocytes)和血小板抗體都會增
加，然而這些患者常伴隨有脾臟腫大。 
 
第三節 臨床表現 (Clinical Presentation) 
     有三分之二的低惡性度 T-LGL 白血病患者會出現血球細胞減少，反覆
的細菌性感染，自體免疫性疾病及脾臟腫大。由於中性球細胞減少(neutropenia)
導致 20-40%病患出現經常性感染。有 20-40%患者會出現 B 症狀(B symptoms)
包含發燒，盜汗及體重減低。20-50%患者會出現輕度至中度的脾臟腫大。有
10-20%患者出現肝腫大。(Osuji et al., 2005) 淋巴結腫大則是非常罕見。有
30%病患會出現自體免疫疾病中最常見的類風濕性關節炎  (Rheumatoid 
arthritis)。(Lamy and Loughran, 2003) 
 
第四節 細胞免疫分型 (Immunophenotype) 
     LGL 白血病會表現成熟 T 細胞或 NK 細胞的免疫型。LGL 白血病每一
種疾病的免疫分型描述於【表 1-1】。在典型 T 細胞 LGL 白血病中 cytotoxic T
細胞的免疫分型是表現 CD3, CD5, CD8, CD16, CD57, TIA-1, granzyme M, 
granzyme B 及 TCRα/β。有些罕見案例是表現 CD4(Lima Am j Pathol 
2003;163;763-71)。通常會有免疫分型異常表現 (immunophenotypic 
3
 aberrancy)。在 80%的病例中發現 CD5 及 CD7 有可能不表現或是表現減弱
(Lundell Am J Clin Pathol 2005; 124:937-46)。在 T 細胞 LGL 白血病有些罕見
變異免疫分型(immunophenotypic aberrancy)如 CD3+ TCRα/βCD4+ CD8+，
CD3+ TCRα/βCD4- CD8-，CD3+ TCRα/β CD4+ CD8- 及 CD3+ TCRγ/
δ CD4- CD8-都是異常表現。(Sokol and Loughran, 2006)在高惡性度 NK 細胞
白血病中 NK 細胞是表現 CD56。(Loughran, 1999) 
 
第五節 單源性(Clonality) 
LGL 白血病是成熟 T 細胞或 NK 細胞的疾病。 T 細胞成熟的過程要經過 T
細胞受器 (T cell receptor; TCR) 基因重組 (gene rearrangement)。由於基因重
組使得每個 T 細胞產生一個獨特的分子指紋(molecular fingerprint)。然而在
LGL 白血病，腫瘤 LGL 細胞是來自單一腫瘤細胞所以會具有相同的 TCR 基
因重組，即這些腫瘤 LGL 細胞是單源性的 (monoclonal)。目前最常使用南方
墨點法(Southern blotting)及聚合酶反應(polymerase chain reaction; PCR)兩種
方法來檢測細胞單源性(Clonality)。(Ryan et al., 1997) 近年有學者發現一種確
認細胞單株性(monoclonality)的分析法，就是利用 flow cytometry 定量 TCR 
Vβ-chain 基因重組 (FC-Vβ repertoire)的表現。定量 24 種不同的 TCR-Vβ的特
殊性，涵蓋約 70％的正常人 TCR-Vβ repertoire。(van den Beemd et al., 2000) 
 
抗原受體基因的重組發生在 T 及 B 淋巴球的個體生成期。其抗原受體基因 
(TCR gene 及 Immunoglobulin (Ig) gene )通過基因重組而形成有功能的基
因。這種重組產物對於每各淋巴球皆具有獨特性，可以應用分子生物學的方
式通過檢測抗原受體基因位點上獨特的 V-J 區域基因重排來鑑別不同來源的
淋巴球。檢測 TCR 基因重組可以用傳統的引子 (primers)，其敏感性約
60-70%。(McCarthy et al., 1992)  BIOMED-2 是一種新的檢測方法，是使用多
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 條引子針對 T 淋巴球細胞受體的γ及δ鏈以及 B 淋巴球細胞受體的重鏈 
(Immunoglobulin heavy chain; IGH) 及輕鏈 (κ及λ; IGK and IGL)進行檢測分
析。(van Dongen et al., 2003; van Krieken et al., 2007) 這個標準化
的方法已經是全球公認最詳盡的 B 及 T 淋巴球細胞受體單源性的檢測法。但
BIOMED-2 的引子很貴。我們先前的研究發現在偵測 TCR 受器基因重組時，
若使用傳統引子及 BIOMED-2 的 TCR-γ引子可得到很高的偵測率，而且在
費用上也較為便宜。(Kuo et al., 2011) 
 
第六節 自體免疫疾病 (Autoimmune Disorders) 
    根據文獻報導 T 細胞 LGL 白血病的病患中，約 40-60%的患者會合併表
現出免疫異常。免疫異常疾病呈現出的血清學陽性檢驗項目包含類風濕性因
子 (rheumatoid factor; RF)，抗核抗體 (antinuclear antibodies; ANAs)，多單
源性丙種球蛋白血症 (polyclonal hypergammaglobulinemia)， 免疫複合物
(circulating immune complexes) 及 抗 嗜 中 性 顆 粒 抗 體 (antineutrophil 
antibodies)。(Loughran, 1993) 由於 B 細胞功能失調結果而導致出現惡性毒殺
性淋巴球(cytotoxic CD8+)的機轉尚未清楚。(Bassan et al., 1989) 在 T 細
胞 LGL 白血病中，自體免疫性疾病最常見是類風濕關節(rheumatoid 
arthritis; RA)，大約出現於有 25-33%病患。(Lamy and Loughran, 1998) 至
於高惡性度的 NK 細胞白血病與自體免疫性疾病沒有關聯。 (Lamy and 
Loughran, 2003) 
 
第七節 相關疾病 
      文獻指出與 T 細胞 LGL 白血病相關疾病種類繁多，主要都是自體免疫
性疾病。如類風性關節炎，紅斑性狼瘡 (Systemic lupus erythematosus)，紅血
球再生不良(Pure red cell aplasia)，原發性小板紫瘢症 (Immune 
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 thrombocytopenic purpura) 等等都屬於自體免疫性疾病。而與血液相關疾病如
多發性骨髓瘤，夜間陣發性血色素尿 (Paroxysmal nocturnal 
hemoglobulinemia)，再生不良性貧血 (Aplastic anemia)，急性白血病，B 細胞
淋巴球增生相關疾病等等。(Go et al., 2003; Lamy and Loughran, 2003) T 細胞
LGL 白血病會引起紅血球再生不良，其致病機轉可能和 T 淋巴球或是 NK 細
胞的毒殺 (cytotoxicity) 有關。 LGL 經由抗紅血球母細胞(erythroblast)導致細
胞崩解途徑有下列三種: 1.藉由 T 細胞受器來辨識紅血球母細胞上的受器。2.
靠抗紅血球母細胞抗體，而與 LGL 細胞上 CD16 結合。3.當正常細胞表現 HLA 
class I 給 NK 的受器時，可傳遞訊息用來抑制內部的溶解作用，而免於被 NK
細胞殺死。有問題的紅血球母細胞因為失去 HLA class I 的表現，所以無法傳
遞訊息給 LGLs 的 NK 細胞上的受器，而遭受到破壞。(Sokol and Loughran, 
2006) 
 
第八節 研究動機 
    以提供單源性 (monoclonality) 的證據來確立診斷 T 細胞 LGL 白血病 
(T-LGL leukemia)。目前確認細胞的單源性有多種技術，包含限制酶片段長度
多型性（restriction fragment length polymorphism; RFLP）的 TCR Vβ基因檢測
與南方墨點法(Southern blot)，聚合酶鏈連鎖反應（PCR）的 T 細胞受器基因
重組 (TCR gene rearrangement)和反轉錄聚合酶鏈連鎖反應 PCR（RT-PCR）
分析 Vβ repertoire 來作為診斷 T 細胞惡性腫瘤。最近也發現一個確認 T 細胞
單株性(monoclonality)的分析，就是利用 flow cytometry 定量 TCR Vβ-chain 基
因重組 (FC-Vβ repertoire)的表現。隨著醫療技術的與日俱進，流式細胞技術
已經成為診斷白血病/淋巴瘤(leukemia/lymphoma)及骨髓異常增生不良症候
群(myelodysplastic syndrome)不可或缺的重要工具，而流式細胞分析儀是臨床
實驗室髓手可得的工具之一。本研究的目的是要探討能否將它應用於臨床鑑
6
 別診斷 T 細胞 LGL 白血病 (T-LGL leukemia)或良性細胞增生，並與 PCR 方
法偵測 TCR 基因重組做比較。 
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 第二章材料與方法 
第一節 檢體來源 
   1-1 病患來源與檢體採檢 
      我們分析奇美醫學中心於 2009 年 7 月至 2011 年 10 月在病理血液實驗 
      室中有T細胞大顆粒性淋巴球 (T-cell large granular lymphocyte; T-LGL)      
增生的 25 例個案。T-LGL 增生定義是 LGL 細胞數目需大於 
      0.5 x103/ul (LGL 細胞正常值 0.3x103/ul)。檢體來源可用週邊血液及骨
髓抽取液。週邊血液檢體是採集抽取 10ml 血液放入含有 EDTA 抗凝劑
試管中混合均勻。骨髓液檢體是抽取 5-10ml 骨髓液放入含有 heparin
抗凝固劑試管中混合均勻。 
 
   1-2 細胞分離與配置細胞懸浮液 
      將週邊血液或骨髓液檢體以 Ficoll-Hypaque 比重梯度分離法，分離出
單核細胞 
       (1)將含有 Heparin 的 Bone marrow 檢體以 1：1 的比例和 RPMI (or 
         DHEM) 混合，做成 suspension。 
       (2)取一支乾淨的 tube，加入一份的 Ficoll-Hypaque 。 
       (3)將混合好的檢體混合液，沿試管壁緩慢加入含有 Ficoll-Hypaque 的 
         tube 中(Sample：Ficolli-Hypaque 約 1：1)，若檢體混合液中含有小 
         血塊 or fibrin 請先丟棄。 
       (4)離心，2000rpm, 20-25 分鐘。 
       (5)取 MNS 層至另一支 tube 中。 
       (6)加入 PBS wash ，離心，1500 rpm ，10 分鐘。 
       (7)倒掉上清液，再加入 PBS wash , 離心，1500 rpm ，5 分鐘。 
       (8)重複 wash 步驟 3 次，直至上清液呈澄清狀。 
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        (9)倒掉上清液，以 PBS 調細胞濃度，調至 10-20 ×103/ul (1-2 ×107/ml)。 
 
第二節 實驗方法 
    流體細胞技術是一個定量分析的技術。定量測量出一個細胞的群體,主要
是依據細胞表面或細胞內的特殊標記物的數量。利用流液系統、光學系統、
電子系統將複雜細胞的混合體中識別出某一個特定的細胞亞群。流式細胞儀
基本組成是液流系統及光學系統電子系統。 
1.液流系統 —利用鞘液（FACSFlow Sheath Fluid）將細胞依序送至測量區受 
             檢。 
2.光學系統 —利用雷射光源、透鏡、光柵、濾片與反射鏡等激發並收集細
胞產生之螢光與散射光，並導至各探測器內。 
3.電子系統 — (1)將探測器測到的光學訊號轉換為電子訊號。 
(2)分析所輸出的電流訊號，以脈衝高度(H)、寬度(W)、積分
面積(A)顯示。 
(3)量化並放大訊號傳至電腦。 
2-1 流式細胞儀免疫分型(flow cytometric [FC] immunophenotying)及 TCR Vb 
repertoires 分析 
   2-1.1 T 細胞免疫分型(T-cell immunophenotype) 
採用單株抗體為三色螢光抗體直接進行標記。以 CD45（PerCP，BD 
公司），和傳統的 T 細胞和 NK 細胞相關抗原抗體如 CD2，CD3，CD4， 
CD5，CD7，CD8，CD16，CD56，CD57，TCRαβ，TCRγδ，CD25（PE,  
FITC，BD 公司）。抗體組合如下： 
(1) IgG1-FITC + IgG1-PE + CD45- PerCP  
(2) CD7-FITC + CD2-PE + CD45- PerCP  
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 (3) CD3-FITC + CD4-PE + CD45- PerCP  
(4) CD8-FITC + CD3-PE + CD45- PerCP  
(5) CD16-FITC + CD3-PE + CD45- PerCP  
(6) CD56-FITC + CD3-PE + CD45-PerCP 
(7) CD57-FITC + CD3-PE + CD45- PerCP 
(8) TCRαβ-FITC + CD3-PE + CD45- PerCP 
(9) TCRγδ-FITC + CD3-PE + CD45- PerCP  
(10) CD3-FITC- CD25-PE + CD45- PerCP 
     染色步驟：取 50ul 細胞懸浮液(細胞濃度 10-20×103/ul)加入 20ul 單株抗 
     體混合均勻於室溫中避光染 15 分鐘，加入 PBS 清洗以轉速 1500rpm 離 
     心 5 分鐘，倒掉上清液。再重覆以 PBS 清洗 2 次後上機分析。 
 
   2-1.2 TCR-Vβ repertoires 分析 
利用四色螢光流式細胞分析 TCR Vb repertoires，使用 IOTest Beta Mark  
      TCR-Vb Repertoire Kit (Beckman Coulter)。試劑套組包含 24 種已知單 
      株抗體分裝成八瓶。每瓶包含了三種不同的抗體混合，抗體已事先用
不同的螢光顏色(PE， FITC，PE+FITC)分別標示。抗體組合如表 2-1。
本試劑是定量 24 種不同的 TCR Vβ 的特殊性，涵蓋約 70％的正常人
TCR -Vβ repertoire (圖 2-1)。所有分析均在 FACSCalibur 儀器操作（BD
公司）。 
      染色步驟： 
       (1) 取 10 支 Falcon tube，分別標上 Control 1、Control 2 和 A-H 
       (2) 先將 Control 2 和 A-H 管各加入 10μl  APC CD3 
       (3) 從 Vial A 取 20μl 量 各加入 Control 1 和 A 管  
       (4) 依序從 Vial B 取 20μl 量加入 B 管，從 Vial C 取 20μl 量加入 C 
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           管，以此類推依序加到 H 管 
       (5) 以上每加完 1 管後需更換新 Tip 以避免污染 
       (6) 加入 100μl 已調好濃度的細胞至 Control 1、Control 2 和 A-H。每 
          加完 1 管後需更換新 Tip 以避免污染 
       (7) Mix，避光室溫下靜置 20 分鐘 
       (8) 每管加入 3ml PBS Mix，1700rpm 離心、5 分鐘 
       (9) 上清液丟棄，再加入 3ml PBS Mix，1700rpm 離心、5 分鐘 
       (10) 上清液丟棄，加入 0.5ml 固定液 (0.5% formaldehyde)  
       (11) 上機分析 
         (備註 Control 1 為 Negative Control、Control 2 為 Positive Control) 
Tube Reagent Mix 
Control tube 1 20 μL of vial A 
Control tube 2 20 μL of APC CD3 
Test tube A 20μL of vial A + 10 μL of 
APC CD3 
Test tube B 20μL of vial B + 10 μL of 
APC CD3 
Test tube C 20 μL of vial C + 10 μL of 
APC CD3 
Test tube D 20 μL of vial D+ 10 μL of 
APC CD3 
Test tube E 20 μL of vial E + 10 μL of 
APC CD3 
Test tube F 20μL of vial F+ 10 μL of APC 
CD3 
Test tube G 20 μL of vial G+ 10 μL of 
APC CD3 
Test tube H 20μL of vial H+ 10 μL of APC 
CD3 
 
    2-1.3 流式細胞分析儀細胞圏選及分析 
    淋巴球細胞表現抗原分析以 CD45 染色作為白血球細胞分型的依據, 
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     配合側向散射光 (side scatter; SSC) 所表達的細胞顆粒亂度的特色,
區分 CD45 表現強及 SSC 表現低 (bright CD45 expressors/low SSC) 
的淋巴球(R1). 再接著配合各式不同表面抗原的表現區別出不同的
淋巴球次群。 
 
     2-1.4  TCR-Vβ表型分析 (FC-Vβ repertoire) 
      配合四色表面抗原CD3/CD4/CD8的染色, 以及TCRVβ表現型篩 
      選試劑組染色作 T 細胞的表面受體的表型分析，首先依據前向散 
      射光(FSC) 所表達的細胞大小配合側向散射光 (SSC) 的特色, 
區別出 FSC 較小且 SSC 表現低的淋巴球(R1), 接著, 在 CD3 vs. 
CD4 的二維點圖上呈現出淋巴球細胞資訊, 圏選出CD3 及CD4
或 CD8 雙染的右上角區域(R2), 此為 T 細胞, 接著在 TCR-Vβ分
型的圖型上呈現此 R2 區細胞, 並觀察各種表面受體的表型。 
  
 2-2  T細胞受器(T-cell receptor; TCR) 的基因重組 (gene rearrangement)分析 
     2-2.1 抽取 DNA (使用 QIAamp DNA Blood Mini Kit)  
   (1) 取 200μl 全血加入 20μl proteinase K+180μl AL 震盪及短暫離心 
    （spin down） 
   (2) 靜置於 56℃ 10 分鐘 
   (3) 加入 200μl 的絕對酒精震盪及短暫離心（spin down） 
   (4) 將上述混合液體移置 Spin column。以 8,000 rpm 離心 1 min 後 
      丟棄濾液收集管 
   (5) 加入 500μl AW1。以 8,000 rpm 離心 1 分鐘後丟棄濾液收集管 
   (6) 加入 500μl AW2。以 14,000 rpm 離心 3 分鐘後丟棄濾液收集管 
   (7) 更換新的 1.5 mL 微量離心管加入 200 L Buffer AE，置於室溫 1 
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       分鐘，以 8,000 rpm  離心 1 min 後收集濾液（DNA） 
 
     2-2.2 TCR-γ鍊傳統 PCR 引子 (conventional PCR primers) 
 (1) 先配置 PCR 反應液，配置如下 
    H2O                             34.4μl 
    10x buffer                           5μl 
    50mM Mgcl2                       1.5μl 
    10mM dNTP                         4μl 
   Primer  VrIII/IV                     1μl 
   Primer  VrI                         1μl 
   Primer  Jr1/2 or JPr1/2                2μl 
   Taq DNA polymerase（Invitrogen）    0.1μl 
   DNA                               1μl 
   Primer 序列 ： 
   VrIII/IV：5'-CTCACACTCYCACTTC-3' 
   VrI：5'-TCTGGRGTCTATTACTGTGC-3' 
   JPr1/2：5'-GTTACTATGAGCYTAGTCC-3' 
   Jr1/2：5'-CAAGTGTTGTTCCACTGCC-3' 
   (2) 上述混合液混合均勻後，放入 PCR 反應槽進行反應。反應溫度為 
       95℃ 45 秒，55℃ 45 秒，72℃ 90 秒.。 
   (3) PCR 反應結束後進行 heteroduplex analysis；也就是 95℃ 5 分鐘移 
      至冰上(約 4℃)1 小時。 
   (4) 使用 10% PAGE 200V 1 小時進行電泳分析，利用 25bp marker 
     （invitrogen）進行比對分析。 
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     2-2.3 TCR BIOMED2 PCR 
   (1) 置 PCR 混合液 
    BIOMED2 multiplex PCR master mixes buffer     2.5μl 
    Gold-Taq DNA polymerase（ABI）            0.13μl 
    DNA                                        1μl 
   (2) 將此混合液移置 PCR 反應槽進行反應 
   (3) PCR 反應結束後進行 heteroduplex analysis；也就是 95℃ 5 分鐘移 
     至冰上(約 4℃)1 小時。 
   (4) 電泳分析則是利用不同濃度的PAGE，條件 200V 1小時。利用 25bp  
     marker（invitrogen）進行比對分析。 
 
第三節 統計方法 
     為了瞭解 T 細胞 LGL 白血病與 T 細胞 LGL 或 NK 細胞增生，於臨床 
     特徵或實驗室數據，皆以平均值±標準誤差平均值(Mean ± SEM)來表示
之。本實驗以 Students t-test 作為資料分析之方法，比較不同疾病資料
差異性，統計出之 p值若小於 0.05 則表示有顯著差異。 
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 第三章結果 
第一節 病患實驗室數據 
    本研究收集 17例 T細胞LGL白血病和 8例T細胞 LGL或 NK細胞增生。
T 細胞 LGL 白血病的診斷包含週邊血液抹片細胞形態學，週邊循環血液內 T
細胞大顆粒性淋巴球(T-LGL)數量及免疫表現型，骨髓浸潤和單源性 T 細胞受
器基因重組的分生證據外，還必須結合臨床症狀。 
    在 17 例 T 細胞 LGL 白血病中，在實驗室數據中發現有異常全套血球細
胞計數 (complete blood count, CBC)，如血球細胞減少(cytopenia)，淋巴球增
生(lymphocytosis)，中性顆粒球細胞減少(neutropenia)，血小板減少
(thrombocytopenia)或貧血(anemia)【表 3-1】。在相關疾病中有 6 例(35%)是惡
性腫瘤(包括 2 例慢性 B-細胞白血病，2 例直腸癌，皮膚癌及大腸癌各 1 例)，
有 2 例是(12%)紅血球再生不良( pure red cell aplasia )，有 3 例自體免疫性疾
病病史，其中有 1 例(6%)是類風濕性關節炎， EB 病毒感染有 2 例(12%)。 
實驗室數據顯示在17例T細胞LGL白血病患有9例(53%)是明顯表現貧血(Hb
＜10.5/g/dL)，有 7 例 (41%)表現嗜中性顆粒球細胞減少 (neutrophil < 
1.5x109/L)，而且有 3 例(18%)是血小板減少(platelet <100x109/L)，淋巴球增生
(lymphocyte ＞2.0x109/L)有 11 例(65%)，顆粒性淋巴球增生(large granular 
lymphocyte; LGL >2.0 x109/L 有 11 例(65%)，特別的是有 1 例淋巴球細胞數目
小於 1.0 x109/L。 
 
這兩大類疾病 (T 細胞大顆粒性淋巴球增生與 T 細胞大顆粒性淋巴球白血病)
在年齡層分佈(P＝0.742)，白血球數目(P＝0.204)，總淋巴球數目(P＝0.742)
與顆粒性淋巴球數目(P＝0.194)方面沒有顯著差異。但是在血小板數目(P＝
0.001) 則有顯著差異。T 細胞大顆粒性淋巴球白血病 (T-LGL leukemia) 患者
較常有血小板低下 【表 3-2】。 
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第二節 T-LGL 免疫分型異常表現(immunophenotypic aberrancy)數據 
   利用流式細胞分析儀執行所有病患血液檢體的免疫分型，在正常 T 細胞都
會表現 CD2, CD3, CD4 或 CD8, CD5, CD7, TCRα/β或 TCRγ/δ，而 17 例
T-LGL 白血病患中有 14 例是表現 CD3＋CD4-CD8＋，有 2 例是表現 CD3＋
CD4＋CD8-，另外 1 例的表現型是 CD3-CD4-CD8-【表 3-3】。所有 T-LGL 白
血病的病患 TCRα/β都表現陽性，而 TCRγ/δ都是陰性。而在 T-LGL 白血
病會有免疫分型異常的定義就是表現異常細胞標記或是遺失正常標記。最常
表現免疫分型異常是遺失 CD5 的表現 (aberrant CD5 loss)。17 例 T 細胞 LGL
白血病中有 3 例遺失 CD5。第二種表現免疫分型異常是遺失 CD7 的表現 
(aberrant CD7 loss)。17 例 T 細胞 LGL 白血病中有 2 例遺失 CD7。有 8 例表
現 CD57,有 3 例分別表現 CD56 及 CD16【表 3-4】。 
 
第三節 流式細胞分析 FC-Vβ repertoires 及 T 細胞受器的基因重組分析數據 
     對 17 例 T 細胞 LGL 白血病血液檢體執行 TCR FC-Vβ repertoire 及 T 細
胞受器的基因重組分析【表 3-1】。在 FC-Vβ repertoire 的分析若是只有一種
抗體表現，而其他抗體量表現很低，則代表是單株性【圖 3-1】，以 Clonogram
來表示則如【圖 3-2】。PCR 偵測單株性的結果如【圖 3-3】。FC-Vβ repertoire
分析結果有 10 例是表現單株性 (monoclonal)，PCR 分析結果有 16 例是表現
單株性(monoclonal)。分析結果顯示 PCR 技術的敏感度為 94% (16/17)，特異
性為 75% (6/8)，陽性預測值(positive predictive value; PPV)為 89%，陰性預測
值 (negative predictive value; NPV)為 86%。FC-Vβ repertoire 技術的敏感度為 
59% (10/17)，特異性為 88% (7/8)，PPV 為 91%，NPV 為 50%。 
    本研究中第 16號患者細胞免疫分型表現C3+CD4+的異常表現，在 FC-Vβ 
repertoire 技術分析中需使用第 4 色(CD4-APC)將圈選表現 CD3+CD4+的細胞
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 分析 FC-Vβ repertoire 其結果顯示為單源性(clonal)腫瘤細胞【圖 3-4】。另外
圈選 CD3+CD4-細胞分析 FC-Vβ repertoire 其結果顯示為非單源性
(Non-clonal)【圖 3-5】。一般 T 細胞 LGL 白血病在免疫分型都是表現
CD3+CD8+細胞， 如此以來我們證實 CD3+CD4+細胞才是腫瘤細胞。因為表
現 CD3+CD4+免疫分型的 T 細胞 LGL 白血病是非常罕見。  
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 第四章討論 
    T-LGL 白血病是毒殺性 T 細胞單源性增生，這群腫瘤細胞可能也會表現
CD16，CD56 及 CD57。在 T-LGL 白血病的病例報告中無法使用細胞形態學
診斷，因為絕大多數 T 細胞白血病的血癌細胞與正常的 LGL 在細胞型態上是
一樣的沒有特別異常。需藉助免疫分型異常表現，而應用流式細胞儀可以用
來辨識和定量 T-LGL 細胞中 CD16，CD56，CD57 的表現。所以突顯出流式
細胞儀免疫分型在於 T-LGL 白血病診斷的重要性。(Lamy and Loughran, 2003)
在我們 T-LGL 白血病中大約有一半表現 CD57(8/14; 57%)，而這群腫瘤細胞
只有部分表現 CD57 (partial expression)，與其他大規模的研究結果相似
(Morice Br J Haematol.2003;120:1026-1036)。 由於在正常 T 細胞中，CD57 表
現比 CD56 及 CD16 較高。(Morice et al., 2003) 當 CD57 陽性細胞升高時，
不容易定義異常免疫分型，所以 CD16 和 CD56 做為 T-LGL 白血病標記可能
較適當【圖 3-6】。本研究結果顯示表現 CD16 及 CD56 分別為 (3/14; 21% 及
3/16; 19%)，只有 CD56 表現與其他研究報告類似。(Lundell et al., 2005) 雖然
只有少數會表現 CD56，只要表現 CD56 即可診斷為惡性疾病。在其他研究結
果顯示也會有不表現 CD57 的 T-LGL 白血病，這也進一步證明評估 CD16 和
CD56 的重要性。(Nichols et al., 1994)  T-LGL 白血病會表現出多種異常 T 細
胞抗原可以利用流式細胞分析儀來發現異常。在我們研究顯示有 2 個或更多 
T 細胞抗原異常表現有 76%。在這其中有不表現 CD3，CD5，CD7 分別為 
12%，17% 與 12%。而表現 CD16，CD56 和 CD57 分別為 21%，19%與 57%。 
 
    我們利用流式細胞分析儀 FC-Vβ repertoire 分析 17 例 T 細胞 LGL 白血病
T 細胞單源性，同時結合免疫分型和 PCR 結果及臨床和血液學特徵，來評估
流式細胞分析儀 FC-Vβ repertoire 技術。TCR Vβ repertoire 結果的判讀方法採
用 Morice 等學者於 2004 年提出的定義。(Morice et al., 2004) 分析結果顯示
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 PCR 技術的敏感度為 94% (16/17)，特異性為 75% (6/8)，陽性預測值(positive 
predictive value; PPV)為 89%，陰性預測值 (negative predictive value; NPV)為
86%。FC-Vβ repertoire 技術的敏感度為 59% (10/17)，特異性為 88% (7/8)，
PPV 為 91%，NPV 為 50%。所以評估結果 PCR 敏感度優於 FC-Vβ repertoire
技術，但是在特異性方面是 FC-Vβ repertoire 技術優於 PCR 的技術。 
 
    診斷 T-LGL 白血病除 T 細胞單源性檢測外，需結合臨床表現如骨髓浸
潤和腫瘤體積評估。T 細胞單源性檢測都分析 T 細胞受器基因重組，目前大
部分實驗室都採用定性 PCR 的方法。對於腫瘤體積檢測是計數淋巴球總數，
然而流式細胞分析儀可定量淋巴細胞數量及分析 Vβ技術，除此之外還能同
時分析免疫分型。那麼與 PCR 比較之下，使用流式細胞分析儀可分析 T 細胞
單源性，免疫分型及淋巴細胞計數。所以可以快速提供診斷 T-LGL 白血病患
者。 
 
    T 細胞增生可分為良性增生或白血病。良性增生可包含病毒感染，類風
濕性關節炎 (rheumatoid arthritis)和其他與自體免疫相關疾病，及幹細胞(stem 
cell)移植或器官移植造成的增生反應。(Rose and Berliner, 2004)而白血病包含
T prolymphocytic leukemia，肝脾性 T 細胞淋巴瘤 (hepatosplenic T cell 
lymphoma)，高惡性度的自然殺手細胞血病 (aggressive NK cell leukemia) 及
一些成熟 T 細胞的淋巴瘤/白血病 (mature T cell lymphoma/leukemia)或 NK 細
胞淋巴瘤 (NK cell lymphoma)。以上這些疾病的細胞型態與免疫表現型與 
LGL 有所不同，可作為鑑別診斷的依據。 
 
   異常 T 細胞的免疫表現型或者是單源性 TCR 基因重組通常是表示單源性
或是惡性的 T 細胞淋巴增生。但是炎症及感染之下，也有可能會出現單源性
T 細胞的反應必須靠其他的臨床病理特徵才能確認是增生性疾病或是白血
19
 病。例如一個兒科病人在骨髓細胞中表現出單源性 T 淋巴增生以及 CD5（+），
在臨床診斷及其他檢查後發現是感染 EB 病毒而引起的單源性淋巴球增生，
不是白血病。(Lin et al., 2007) 單源性淋巴球的結果必須配合臨床症狀、形態
學及免疫分型，才能正確的診斷惡性疾病。在懷疑 T 細胞淋巴球增殖時，T
細胞接受器基因重組的評估是非常重要的。我們使用傳統的 TCRγ引子，是
較便宜的試劑，檢出率大約 60-70﹪。若是使用商業性的 BIOMED2 則是較昂
貴價格的試劑；檢出率大約為 85-90。(Kuo et al., 2011) 
 
    在本研究中我們使用市售 TCR FC-Vβ repertoire 試劑來評估 T 細胞惡性
腫瘤。於流式細胞分析儀獲得 FC-Vβ repertoire 結果將與傳統 T 細胞相關抗原
抗體，分子遺傳學 PCR 分析 TCR 及細胞免疫分型結果進行比較。我們研究
結果顯示，建立流式細胞分析儀檢測週邊血液 FC-Vβ repertoire，應用於臨床
實驗室中隨手可得診斷 T 細胞惡性腫瘤的工具之一。這種方法證實單源性 T
細胞陽性預測值極高，當流式細胞分析儀 FC-Vβ repertoire 無法檢測時，才需
進一步使用分子遺傳學的方法 (PCR, RFLP, Southern blot) 確認。如此一來可
簡化實驗流程提高報告時效性，並可省時及節省成本。由於 FC-Vβ repertoire
技術是屬於定量分析可作為日後監控疾病治療成效的指標。 
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 第五章結論 
      由本研究發現 PCR 的敏感度優於 FC-Vβ repertoire 技術，但是 FC-Vβ 
repertoire 的特異性優於 PCR 技術，此二種技術有互補作用,有助於臨床診斷
LGL 淋巴球增生 (LGL lymphoproliferation) 的病例。FC-Vβ repertoire 技術是
利用 flow cytometry 定量 TCR β-chain 基因重組，使用此技術可快速提供診斷
LGL 淋巴球增生 (LGL lymphoproliferation) 的病例。此技術是可定量白血病
細胞，日後也可當做微殘留白血病(Minimal Residual Disease)的診斷，作為對
白血病病患追蹤及治療的指標。FC-Vβ repertoire 技術操作及分析時間都比 
PCR 來得簡易及快速，而且 FC-Vβ repertoire 技術比 PCR 技術的成本低，使
用 FC-Vβ repertoire 技術可以節省成本及分析時間。 
 
 
將來的工作 (Future work) 
    從本文的研究結果可清楚看到 FC-Vβ repertoire 技術可運用於臨床篩檢 T
細胞單源性。FC-Vβ repertoire 技術的建立應可推廣至臨床實驗室，如此將可
提高台灣對於 T 細胞 LGL 白血病的診斷。也希望日後能進一步研究有關 T
細胞腫瘤在治療過程藉助 FC-Vβ repertoire 技術來瞭解 T 細胞受器 (T cell 
receptor; TCR)基因重組(gene rearrangement)的變化。並且可以深入瞭解台灣 T
細胞 LGL 白血病病理組織型態與其他相關疾病的病理機轉。 
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表 2-1 Vβ repertoire 抗體組合 
Tube Vβ * (#) / Fluorochrome  Clone (Refs)     Isotype (species)  
A Vb 5.3 (TRBV5-5)                           PE  
Vb 7.1 (TRBV4-1, TRBV4-2, TRBV4-3)    PE+FITC 
Vb 3 (TRBV28)                            FITC 
3D11 (35, 39)              IgG1 (mouse) 
ZOE (40)                 IgG2a (mouse) 
CH92 (35, 39, 41)            IgM(mouse) 
B Vb 9 (TRBV3-1)                             PE 
Vb Vb 17 (TRBV19)                    PE+FITC 
 Vb 16 (TRBV14)                          FITC 
FIN9 (35, 41)              IgG2a (mouse)
E17.5F3 (9, 35, 39, 43)       IgG1 (mouse) 
TAMAYA1.2 (9, 35, 39)      IgG1 (mouse) 
C Vb 18 (TRBV18)                            PE 
Vb 5.1 (TRBV5-1)                      PE+FITC 
Vb 20 (TRBV30)                          FITC  
BA62.6 (35, 39)            IgG1 (mouse) 
IMMU157 (35, 44)         IgG2a (mouse) 
ELL1.4 (35, 39)              IgG (mouse) 
D Vb 13.1 (TRBV6-5, TRBV6-6, TRBV6-9)       PE 
Vb 13.6 (TRBV6-6)                    PE+FITC  
Vb 8 (TRBV12-3, TRBV12-4)               FITC  
IMMU222 (35, 39)         IgG2b (mouse) 
JU74.3 (35, 39)             IgG1 (mouse) 
56C5.2 (35, 39, 43)         IgG2a (mouse) 
E Vb 5.2 (TRBV5-6)                           PE  
Vb 2 (TRBV20-1)                      PE+FITC  
Vb 12 (TRBV10-3)                         FITC 
36213 (35, 39)              IgG1 (mouse) 
MPB2D5 (45, 46)           IgG1 (mouse) 
VER2.32 (35, 45)           IgG2a (mouse) 
F Vb 23 (TRBV13)                            PE  
Vb 1 (TRBV9)                         PE+FITC 
Vb 21.3 (TRBV11-2)                       FITC  
AF23 (35, 39)              IgG1 (mouse) 
BL37.2 (39)                   IgG1 (rat)
IG125 (14, 35, 39)          IgG2a (mouse) 
G Vb 11 (TRBV25-1)                          PE 
Vb 22 (TRBV2)                       PE+FITC 
Vb 14 (TRBV27)                          FITC  
C21 (35, 39, 42)            IgG2a (mouse) 
IMMU546 (35, 39, 42)       IgG1 (mouse) 
CAS1.1.3 (35, 42, 45)        IgG1 (mouse) 
H Vb 13.2 (TRBV6-2)                          PE 
Vb 4 (TRBV29-1)                      PE+FITC  
Vb 7.2 (TRBV4-3)                         FITC  
H132 (35, 47)              IgG1 (mouse) 
WJF24 (not published)           IgM (rat) 
ZIZOU4 (not published      IgG2a (mouse) 
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圖附錄 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 1-1 週邊血液抹片顆粒性大淋巴細胞(large granular lymphocyte; LGL)型態 
    LGL 是中到大型的淋巴球，細胞核偏到一邊，細胞質內有藍色顆粒 
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資料來源【Thomas;2006】 
 
圖 1-2 顆粒性大淋巴細胞(large granular lymphocyte; LGL)疾病分類根據細胞單源性
及生物特性 
 
 
 
 
 
 
32
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
Normal specimen
3.48
3.93
6.38
0.52
3.95
0.8 0.9
2.2
1.11
2.6
0.68
1.12
2.86
1.15
3.33
3.92
3.312.9
3.45
1.13
2.632.35
3.55
0.96
0
1
2
3
4
5
6
7
Vb
1
Vb
2
Vb
3
Vb
4
Vb
5.1
Vb
5.2
Vb
5.3
Vb
7.1
Vb
7.2 Vb
8
Vb
9
Vb
11
Vb
12
Vb
13.
1
Vb
13.
2
Vb
13.
6
Vb
14
Vb
16
Vb
17
Vb
18
Vb
20
Vb
21.
3
Vb
22
Vb
23
TCR Vb
CD
3+
Ly
mp
ho
cy
te 
%
 
圖 2-1  A 圖顯示正常健康人檢體流式細胞儀分析 Vβ repertoire 結果的圖型 
       B 圖以直方圖顯示正常健康人檢體流式細胞儀分析 Vβ repertoire 結果 
A 
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圖 3-1 顯示 T 細胞 LGL 白血病 1 號患者流式細胞儀分析 Vβ repertoire 結果的圖型 
      Vβ repertoire 結果該病患表現 Vβ 3 單源性(clonal)的腫瘤細胞 
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圖 3-3 顯示 PCR 檢測 T 淋巴球細胞受體 gamma 鏈之單源性結果；(TCRG(A) valid 
size：145-255 bp；TCRG(B) valid size：80-220 bp；Po：polyclonal，P：monoclonal，
S1：sample 1) 
Po      P     S1     S1    M     Po     P      S1     S1
TCRG(A)  TCRG(B) 
125
   
36
  
 
 
 
圖 3-4 顯示 T 細胞 LGL 白血病 16 號患者流式細胞儀分析 Vβ repertoire 結果的圖型 
使用第四色APC圈選CD4+細胞分析Vβ repertoire結果表現Vβ2單源性(clonal)腫瘤
細胞 
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圖 3-5 顯示 T 細胞 LGL 白血病 16 號患者流式細胞儀分析 Vβ repertoire 結果的圖型 
使用第四色 APC 圈選 CD3+CD4-(CD8+)細胞分析 Vβ repertoire 結果表現非單源性
(Non-clonal)細胞 
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圖 3-6 顯示 T 細胞 LGL 白血病 1 號患者流式細胞儀分析免疫分型結果的圖型 
免疫分型結果顯示
( CD2+/CD3+/CD4-/CD5+(dim)/CD7-/CD8+/CD16+(partial)/CD43+/CD56-/CDαβ+ ) 
此病患免疫異常分型部分表現 CD16 抗原，而遺漏 CD7 抗原 
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